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マ ウ ス 脳に 発 生させ た 実験 グ リ オ ー マ に 対 す るア ル キル 化剤 の 作用 を検索 した. 20- メ チル コ ラ ン
ト レ ン 結晶を C｡H/He マ ウ ス 脳 に 挿入 し発生 させ た グ リ オ ー マ を継代培養し, 株化させ た cell line(m o u se
gliom a-3‥ M G) を10m M 濃度の チ ミ ジ ン で 同調培養 して実験 に用い た
.
この 細胞 に 対す る アル キ ル 化
抗膿瘍剤塩酸 ニ ム ス テ ン(A C N U)の 作用 機序を染色体分析 に よ り検索 した. 対照細胞と して正 常 C3H/He
マ ウ ス 脳よ り 分離培養し た グリ ア細胞 (n orm al m o u seglia c el卜 46: N M G), 対照ア ル キ)t/化剤と し て
マ イ ト マ イ シ ン C (M M C)を用い た. 更に D N Aの複製後修復 を抑制 す る薬剤と して カ フ ェ イ ン を用い た.
A C N U, M M C共 に こ れ ら の 細胞 の 増穂 を抑制 した. この 抑制効果は薬剤の 濃度に 比例 するが ,細胞の D N A
-Synthetic phase(以下 Spha seと 略) を経 た後 に み ら れ, A C N U(10FLg/ml)の作用 で は, MG はN MG
よ り約1･5倍強く 抑制さ れ た. A C N U及び M M C はgapや bre ak ある い は e x cha nge等の 細胞の染色体異
常 を起 こ した. ア ル キル 代剤 によ る細胞増殖抑制は, 染色体異常を有する細胞の出現頻度に ほぼ比例 した.
染色体異常を有す る肺胞の出現も N M G よ りも M Gに 強く み られ た. カ フ ェ イ ン は アル キ)L/化剤作用後 に
生ずる染色体異常の excha nge を抑制 し gap や bre ak を増 した. その作 用は S pha s eに み られ, N M G よ
り M Gに 強い 効果が 認め られ た . アル キ ル 化剤作用後 にカ フ ェ イ ン を併用 し て D N A の複製後修復 を抑 え
る と染色体に m ultiplebre ak が生 じたが , そ の頻度は M Gに 高く み と め られ た . 以上 の結果よ り, アル キ
)t/化剤の 抗腫瘍効果 は D N A合成阻害 に よ る細胞分裂を抑制す る こ と に よ る も の で , S pha s e通過後に 染
色体上 に gap や br e ak として表現さ れ る. 抗膿瘍効果の 程度は薬剤の濃度と細胞の有 す る D N A修復能と
の関係 で決定され る. 染色体上 の e x cha nge は D N Aの 複製後修復 を示 し, 腫瘍由来の MG では低下 して
お り, こ の こ と は ア ル キル 化剤 に対 して M G が N M G よ りも感受性が高い 一 困で ある こ と を示 唆す る.
Key w ords Experim e ntal m o us eglio m a, A lkylating age nts, Syn chr o nizatio n
C ultur e, C hr o m o s o m al abe rr atio n, Postreplic atio n r epair.
抗腫瘍剤の 中の ア ル キ ル 剤の 投与 は細胞の 遺伝情報
の担い 手で あ る D N A塩基 をア ル キル 化 し, ホ ス フ ォ ト
リ エ ス テ ル を作 り, また 塩基 の 脱離や ポ リヌ ク レ オ チ
ド鎖 を切 断 し細胞 に 致死効果 を も つ1). 一 方 , 細胞 は
D N Aの 損傷, あ るい は そ の損傷に よ っ て 生 じる D N A
複製の誤 まり を修復す る能力を持つ . した が っ て アル
キル 化剤の 投与は, D N A損傷 とそ れ に 対す る細胞 の 修
復能との 相互関係 に よ り, 突然変異の 誘発, 発癌等 を
も来た し得 る2).
細胞分裂 の 過程 に 出現 する 染色体は, D N A がその主
構造 を形成 し て お り, そ の 形状及び数 は生物の 種 に よ
り 一 定で あ る. 従 っ て 染 色体異常 は遺伝物質 で あ る
DNA の 変化 に 基づ く遺伝情報の 異常を示 唆する. アル
キル 化剤 に よ る 染色体の 形態変化に つ い ては , Ev a ns
ら3)はナ イ トロ ゲ ン マ ス タ ー ドに 関 して, Br¢gge r4)ら
は マ イ ト マ イ シ ン C に 関し て詳細 な報告を した.
Effects of A lkylating Age nts on Experim ental Gliom aCells. p Studies by Synchroni-
Zatio n Cultu re a nd C hr o m o so m al An alysis - Hir okazu Ka w a n o, Departm e nt of Ne u-
r o s u rgery,(Director:Prof. S. Yam a moto), Scho ol of M edicin e, Ka n a z a w aUniv ersity.
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本研究で は 同調培養 した マ ウ ス グ リオ ー マ 由来培養
細胞 と正 常 マ ウ ス 脳由来培養細胞 を用 い て, ア ル キ ル
化剤の 作用 に よる細胞の増殖抑制効果と染色体の 変化,
及び D N A複製後 の修復能 との関係 に つ い て検 索した.
材 料 及 び 方 法
1) マ ウ ス グリオ ー マ 由来細胞 は Zim m erm an ら5)の
方法 に よ り作製 した. 25%の 20 - メ チ ル コ ラ ン ト レ ン
(メ チル コ ラ ン ト レ ン 1:3 コ レ ス テ ロ ー ル)を加熱融
解後 に冷却 し, 重量1.0 - 1.5 m g の ペ レ ッ トを作製 した.
こ れ を生後 5週の雄 CaH/He の マ ウス の右前頭葉内に
エ ー テル 麻酔下 に挿入 し た. 発生 した腫瘍組織 の 一 部
を組織学的検索 に 供す る と共 に, 他 を細切 - ト リ プ シ
ン 処理 - ピペ ッ テ ィ ン グの 一 連の 操作 に よ り単離細胞
と し て培養に 移 した . 培養 に は 5% C O2培養器 (温度
36
0
C, 湿度 100% )を使用し, 10% 牛胎児血清(ギブ コ
製) を含むイ ー グル M E M(ニ ッ ス イ) メ デ ィ ウ ム で,
単 層継代培養 した. 培養 ボ ト ル は Falc on 3024pla stic
c ultu rebottle (75cm 2) を用 い た . 本実験 に 於 い て
は , 脳腫瘍 を作製 し継代培養 した 47系列の う ち, 組織
学的に 肉腰成分 の最も少な い グ リ オ ー マ (Fig. 7) で ,
60継 代以 上 を 経 て 培 養状態 の 安 定 し た 一 つ の 系
(m o u s egliom a cel1 1ine - 3: M G) を用 い た . こ の
系列の 60代細胞 で は 50×14ノJ の 紡錐形の胞体 の
一 端
に 60〟 程の突起 と対側に 2 ～ 3本の 40〟 程 の 突起 を
有 す る ほ ぼ 一 定の 形の もの に な り (Fig. 8), 電顕で は
60～ 90Åの mic r otublu sが 認 め られ た (Fig. 9). 電顕
標本 は久保 ら6)の 方法 に 準 じ て 作製 し た. 実験 に は
63～ 64代 の細胞 を用い た.
2) 正 常 マ ウ ス グリ ア細胞 は, 生後 1週間以内の 雄
C3H/Ee マ ウス 大脳半球 を前述 の方法 で培養 に 移し て
得 た. 各10 匹 のマ ウ ス 脳 を 5系列, 即 ち50系列 の培
養 を10代継代培養 し, 最 も グ リ ア細胞比 の 高い 系
(n o r m al m o u seglia c el 卜 46: N M G) を実験 に 用
い た
. 実験 に は 1 2代 ～ 14代の細胞 を使用 した. N M G
は 8×20JJ で 3～ 4角形 の胞体 を有 し,40～ 60〟 の 数本
の 突起 を有す る細胞と , 細胞体中央部 に 盛 り上 が り が
な く胞体の薄い 突起 を有しな い 細胞が約 15%混在 して
い た (Fig,10). こ の細胞 は 30代以 降 は継代 を維持で
き な か っ た . 薬物 を作用させ る場合 は い ずれ も コ ン ト
ロ ー ル 培養 を行 い , こ れ ら に は, 実験期間中細胞の 形
態, 染色体の 分布及 び形の変化を な さ な い 事 を確認 し
た
.
3) 細胞の同調培養:細胞 は Gl期(po stmitotic n o n
-
Synthetic period), S期(D N A- Synthetic pe riod),
G2期 (pr e mitotic n o n
-
Synthetic pe riod), M 期
(mitotic pe riod) の 4つ の 相 を経 て 分裂増殖 をす る.
野
こ の 過程 は 多量の チ ミ ジ ン の 添加 に より S 期初期で 止
ま ると い う Xe ro s7)の 実験結果 に 基き, 細胞 の 同調培養
を行 っ た . 継代後 24時間目に M G細胞の 走者 を確め,
10m M の チ ミ ジン を含む培養液に 交換 して 36時間培養
した . 更に 新鮮 な培養液 で 24時間培養 し て上 述の 操作
を も う 一 度 く り返 した . 実験 に は こ の 様に 処理 した細
胞 を 1×106個/mlの 密 度 で , Falc o n 3 012pla stic
C ultu rebottle (25c m2) に 5ml分注 し必 要な数 を製
作 して 用 い た . NM G は継代後細胞が安定増殖を開始す
る ま で に 約 48時間 を要 した . 従 っ て こ の 細 胞に つ し)て
は ,10代継代後 48時間培養し た後 に 10m M チ ミジン
添加培養液 に 交換 し 72時間培重 し た. こ の 操作 を再度
く り返 して 同調培葺し た.
4) Cellcycle a n alysis: 同調培重 した細胞 に RI の
標識 を行 っ た . 各培養瓶 に つ き, 4時間の 差を お い て
3H で標識 した チ ミ ジ ン (3Ⅰト T d R) を 30分間取り込
ま せ た . 同時に 偏光顕微鏡下に , 一一 視野 (10×1())中
の 分裂期の 細胞数 を調 べ た . 細胞数 の 算定 は, 0.2%ト
リ プ シ ン 処理 し剥離 し た細胞 を Ha nks(+)bala n c ed
S Olutio nで洗浄 した後に O A%の トリパ ン背で死 細胞を
染色 し, 生細胞 の み を数 えた . D N A合成 は液体 シ ン チ
レ ー シ ョ ン カウ ン タ ー で 細胞内に 取り込まれ た3H-T d R
を計測 して 算定 した.
5) 染色体分析: 模本の作製方法 は, 森脇 ら8)の 方
法, 大野 ら9)の 改良法に 従い , 分析方法 は Ev aII Sら川)の
リ ン パ 球の 染色体分析法 を参照し た. コ ル セ ミ ドは,
0
.
1JLg/mlを 1時間作用さ せ , 0.062 M K Cl液で 20分
間低張液処理 を行 い, 固定 は氷酢酸 - メ タ ノ ー ル 液(1:
3) で 5分, 15分 , 30分 と 3回 行 っ た . 固定 した細胞
は流水に 浸 した ガ ラ ス に 塗布 し, 1/15 M ゼーレ ン･ リ
ン 酸緩衡液で 25～ 50倍に 稀釈 したギ ム ザ 液(MerIく 製)
で 染色 し検鏡し た .
6) ア ル キル 化 剤: ア ル キ ル 化剤と し て, ニ トロ ソ
ウ レ ア系製剤の 中で , 水溶性脂溶性 の 塩酸 こ ム ス ナ ン
(1-(4-a min o - 2 - m ethyl-5¶P yri mi dinyl)
m ethyト 3-(2-Chlo r o ethyl)3-nitr o s o u r e ahydro･
Chlo ride 以 下 A C N U と略 . 三 共製薬結晶) と, マ イト
マ イ シ ン C (以下 M M C と略. 協和醸酵 工業) を培養
液 で 溶解及 び 稀釈し て 用い た. 両薬剤 を各 々U.4 5JJ の ミ
リ ポ ア フ ィ ル タ ー で 除 菌し て同調培嚢細胞 の 各時期に
1時間作用 さ せ た . 生細胞数 の 算定に は 前述 の (】.4 % ト
リ パ ン 背染色後, チ エ ル ク の 計算板を用 い て, 一 検体
に つ き 5回 計測 して平均値 を求め た .
7) カ フ ェ イ ン : 無 水カ フ ェ イ ン (C5HI ｡N402和 光
純薬工業結晶)も 上述 の 如く除菌, 稀釈 し, 1 m M の 濃
度の も の を各細胞周期 に 作用 さ せ て そ の効果を検索し
た
.
黒騨 グ リ オ ー ∵甜=触 二村す ろ ∵ ル キ ル 化剤J)影苧苧
結 果
1) 細胞間 期 の 分析 :Fig. 1 は 同調培養 した M G細
胞山 1〕N A合成, 細胞数及 び 分裂期細胞数 を示 す . 3H
岬T d Rの 細胞内取り込 み は継代培養後 16時間か ら 32
時間に み られ , 24時間で 最高 に 達し た. M pha s e細胞
は2 射時間で'は---■視野 に 1()個程で ある の に 対 し て , 28
時間∴う2 時間 で は各々6(1胤 40個で あ っ た . 細胞数は
2射時間よ り 急 に増加 し,36時間で倍に 達 した. そ の Ce11
cycletim eは約 2(川手間, Gl pha s eは 8時F乳Spha se
は 8 時間, G2M pha seは 4時間で あ っ た . 従 っ て アル
キル 化剤及 び カ フ ェ イ ン の 投与は S pha seに は継代後
16時間目に , G2M pha s eに は 26時間目 に , Gl pha se
に は次u)c ellcyle の Gl pha s eを用 い て 32時間目 に
行っ た . Fig. 2 は N M Gの 同調培養 に お け る D NA 合
成, 細胞数及 び分裂期細胞数 を示 す. 3Ⅰト T d Rの 細胞
内取り込 み は 28時間か ら56時間の 間に み られ , 44時
間目 に 最r葛 に 達し た. M pha s e細胞 は 64時間目に 最
高と な り,〉一 視野 中50個で あ っ た . こ の 細胞群の 各期
は重複 す る部分が あ っ たが , その cellcycletim eは約
48時間で あ り, そ の 構成 は Gl pha seは約 8時間, S
phase は約 28時間,G2M pha s eは約 12時間であ っ た .
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Fig. 1. Cellcycle a n alysIS Of M Gr ev e aled by
Syn Chro nl Zlng C ultu r e withthymidine.
⑳ - ･-⑳ :D N Asynthe sis m e asur ed by pulse
labelling with
3Ⅰト T d R.
凶 一 風 :numbe r of mito sis pe r vis u al 負eld.
A - A :n u mbe r of the c ells in the c ultu r e
bot tle.
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その た め に 実験中の 染色体分析は 6時間毎 に 2 回に わ
た っ て 待 っ た . ア ル キル 化剤及 び カ フ ェ イ ンの 投与 は,
S pha seに 対 し て は 培養開始後 32時間目 に G2M
pha s eに は 52時間目に Gl pha seに は次の c ellcycle
の GI Pha seに あた る 68時間目に 作用させ た.
2) 細胞の 染色体 : M G は14代細胞で は 一 組の bi-
ar m ed m a rker chro ms om e (Fig.11) を持つ 46染色
体細胞が 80% と, 40染色体(正 2僧体)の 細胞 が 20%
み られ た が, 継代培養を重ね る に 従 っ て 46染色体細胞
が多く な り, 60代継代細胞で は95%の細胞が 46染色
体を有 し, 残 り の 5%は 89及 び 92染色体 を有す る細
胞で あ っ た(Fig. 3). N M Gの 11代培養細胞は染色体
数40の 細胞(Fig. 12) (以 下 NM GH40 と略)が 15%
を占 め, 残 りの 85%は染色体数が 67 から 78に 分布 し,
73に ピ ー ク (m ode 73, r a nge67-78, 低4僧体) を
も っ て, 大む ね正 規分布を示 す細胞群(Fig.13) (以下
N M G-73 と略) か ら な っ た (Fig.4). N MG - 73に は
e x cha nge や min ute 等の 変化はみ られ なか っ たが , そ
の 18% に 1 ない し数個の gap & br e ak が み られ, そ
の 頻度 (gap & br e ak/chr o m o s o m eX lOO) は 0.44
で あ っ た (Table 3).
3) アル キ ル 化剤 の 細胞増殖抑制効果: M G及 び
N M Gに 対 して , 種々 の 濃度の ア ル キ)L/化剤を, Gl ,
○ - ･ - O D N AsYnthesis
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ho urs
Fig. 2. Cellcycle a n alysis of N M Gre v e aled by
Syn Chronizing c ultu r ewith thymidin e. SymboIs
a re as sho w nin Fig. 1.
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S, G2M pha seに 投与 し細胞が 安定状態 に あ る Gl
phaseの細胞の生存率(c ontrol と の比 : c ellsu rvi al
r ate)を検索 した. 薬剤を投与 した場合, そ の濃度 に 比
例 して S pha seが 2～ 6時間延長 す る の で, M pha s e
が終 了 して Gl期に移行 した事 を偏光顕微鏡下で確認し
た 後 に細胞数算定 を行っ た. ACN U の O AJLg/ml,2FLg/
ml及 び 10FLg/mlの濃度の もの を M G の Spha seに作
用 させ た 場合,作用後最初の Gl pha seの細胞生存率は
77%, 66%, 54%で次の GI phaseで は 50%, 42%,
35% と な っ た (Fig. 5 - 1). こ れ に対 し G2M pha seに
作 用させ た場合の細胞生存率は最初の Gl pha seで はそ
れ ぞ れ 100%, 90%, 67% に な り, 次の Gl pha seで
は 70%, 55%, 43% に な っ た . G2M pha s eに作 用 さ
せ て S pha s eを
一 度通過 した後 の GI pha s eの 細胞生
存率 は, S pha s eに作 用させ て 次の Gl pha s eで み た
細胞生存率 の値 と同程度 に な っ た . 次 に M M C の 0･
← 一塁----一
月
4 6 8 9 9 2
n u mbe r of chro m o s o m e s
Fig.3. Histogr a m ofchrom oso m e n u mbe r of M G･
95% of c ells ha v e46chrom o s o m e s･ O rdin ate :
n umbe r of chr o m o so m e s. abs cis s a : r ate Of
n u mbe r ofc ells.
野
1FEg/ml及び 1.0/′g/mlの 濃度のもの を M Gの Spha se
に 作用さ せ た場合, 最初の Gl pha seで の 細胞生存率は
それ ぞ れ 80 %, 70% で, 次の Gl pha seで は 65%,
55%で あ っ た (Fig. 5
- 2). G2M pha seに 作用 さ せ た
場合は同様 に 97%, 94% と 74%, 62%と な っ た .
A C N U, M M Cの 各濃度を Gl pha s eに作 用さ せ た場
合 は, S pha s eに 作用 さ せ た場合 と同 じ値 を示 したの
で , Fig. 5 に は その記載を省略 し た. NM Gに 対 して上
述と同様 の実験 を行 っ た(Fig. 6-1,6 - 2). AC N Uの
O AJLg/ml, 2JLg/ml及 び 10JJg/ml の濃度 の も の を S
pha s eに 作 用さ せ た後の 最初及 び第 2回目の Gl phas e
で の 生存率は , 100% , 95%, 88%及び 88%, 75%,
68%で あ っ た . 同様 に G2M pha s eに作 用 さ せ た場合
は最初の Gl pha s eで は有 意に 生存率の低下を認めず,
次 の G. pha s eで はそ れ ぞ れ 98%, 95%, 77%で あ っ
七 (Fig.6















40 6 7 73 78
n u mbe r of chro m o s o m e s
Fig. 4. H istogra m of chr o m o s om e n u mbe r of
N M G. T he c ells w e r edividedinto tw ogr o upsby
n u mbe r of chr o m o s om e s. Gr o upI ha s c ells with
40chr o m o s o m e s(N M G- 40)a ndthe gr o upIIha s
m ode 73, r ange67-78chro m o s o m e s(N M G- 73)･
o rdin ate : n umber of chr o m o s o m e s. abscis sa :
r ate of n u mbrr of c ells.








Fig. 5. Effe cts of alkylating age nts o nM G.
Fig. 5-1, Ea ch do se of A C N Uw a s administr ated o nS pha se(1eft)a nd G2M pha se(right)ofM G T he
n u mbe r ofc ells w e re c o unted in Gl pha s e s,
Fig, 5-2. Ea ch do se ofM M Cw a s ad ministrated on S pha se(1eft)a nd G2M pha s e(right)of M Ga nd
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Fig. 6. E ffe cts of alkylating age nts on N M G･
Fig. 6-1. A C N U.
Fig.6-2. M M C.




m ethylchola nthr e n einduced m o u s e
glio m a(×150). H Estain .
Fig.9. Ele ctro mic r o sc opicfindings o nM G･ M ic r o
･
tubliw e r e n oticed in cell(×35,000).
Fig. 8. M Ge stablished a s c ell lin e. Culturefor24
ho urs afte rpa ss age(×300). P T A Hstain .
Fig. 10. N M Gc ellc ultu r ed fo r4 8 ho u rs after ll










































Fig. 11･ M etapha s e of M Gsho wing 46chro
m o･
s o m esfr o m Try psil ト Gie m saba nding m ethod･
Arr o w :bipar m ed m a rker chr o m o so m e(×1,
500). G ie m sa stain.
Fig.1 3. M etapha se of N M Gshowing 73chr o m o
･
s o m e s(×l,000). Gie m s a stain.
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Fig.12. M etapha se of N M Gsho wing 40chro m o
-
S O m eS(×1,200). Gie m sa stain .
Fig. 14･ Cha nge of M Gwith treatm e nt of A C N U
(10〟g/ml) o nS pha s e. Note the s w elling of cells
(×300). H Estain.
Fig, 15. ACNU(2FLg/ml)一 tre atm e nt O nS pha se of
M Gpr oduc ed no notic e able cha ngingin the c ells
(×300). R Estain .
Fig. 17. Chr o m o s o m e aberratio n s of M G indu c ed
by ACNU(10FEg/ml)- tre atm e nt On S pha se(×1,
10). Gie msa stain . Ar row l: gap & br e ak ･Of
Chr o m o s o m e s. 2:in c o mplete e x change of
Chr o m oso m e. 3: CO mplete e x cha nge of chro m oT











Fig.1 6. Chro m o so m e aber r atio n s of M G indu c ed
by administr atio n of M M C(1FLg/ml)(×1,500).
Gie m s a stain
.
Arro w l: gaP Of chr o m o s o me. 2:






Fig. 18. M ultiple br eaks of chr o m o so m es w e re
Obse rv ed afte rA C N U(10JLg/ml)-tr e atm ent O nS
pha s e(×1,500). Gie m s a stain .
尖騨 グリ オ ー て 鮒胞 に 対す る ア ル キ ル 化剤の 影争㌍
せ た 場 合, 最初の GI Pha s eで は有意の 生存率低下 を認
めず, 次の GI Pba seで 1〟g を作用させ た系の み が 95%
と な っ た(Fig. 6-2.左). 同様 に G2M pha seに 作用 さ
せた場合に は 第1回 目及 び次の Gl pha s eい ずれ で も細
胞生 存率の 有意の 低下が み られなか っ た(Fig.6-2.右).
ま た Gl pha seに 作用 させ た場合 は S phas eに 作用 さ
せ た場合 と同様の 結果 を得 たの で図 に は省略 した.
4) A C N U 及 び M M C投与 に よ る 細胞 形態 の 変
化 : 単層培養の 光顕検索で は アル キ ル 化剤投与に よ る
細胞形態の変化の 所 見は 少な か っ た . 細胞 の S 及 び G2
M pha s eに , A C N Uを O.4FLg/ml, 2FEg/ml, 10FEg/ml,
MM C を().1FLg/ml,1.0〃g/mlの 各濃度 を作 用させ て最
初の Gl pha s e及 び 第2 回目の G2 pha s eで の 細胞 の変
化を顕微鏡下に 検索し た. M Gの S pha s eに A C N U
l叫 g/Ill な ら びに M M C l〟g/nl を作用 させ て第 2 回
目の G. pha s eに は じめ て 細胞体 の膨化, 細胞突起 の 縮
少, 多核化が観察さj■し, 山一一 部の 細胞体 に は空胞化 が み
られた が(Fig.1 4), こ れより低い 濃度や最初 の Gl pha se
で は 認む べ き変化 を来さ な か っ た(Fig. 15). N M Gに
対 して は 両薬剤共 に 実験濃度節園内で は認 む べ き効 果
を示 さ な か っ た .
5) A C N U, M M Cに よ る染色体 の 変化 : A C N U と
M M C を M G 及 び N M Gの Spha seに 作用 させ ると ,
両細胞共 に M pha seの 染色体上共通 の形態的変異が
生じ た. そ れ は染色体の Chr o m atidのけⅣ｢--･ 部に 欠損 は生
じる が chr o m atidの 連続性 は失 な わ れ て い な い gap
(Fig.1 6. a rr o wl), 及 び連続性 が失 なわ れ る bre ak
(Fig. 16. a rr o w2), 更 に他 の 染色体 の chro m atid と
再結合し た e x cha nge (Fig. 16. a rr o w3) 等で ある.
e x cha nge に は一一 方 の chr o m atid端 が fre eで あ る in -
c o mplete e x cha nge (Fig.17. ar row 2) と 両 方 の
chr o m atid が再結合 し て い る c o mplete e x cha nge
(Fig. 17. a r ro w3) の 両型が み ら れた . chr o m atidの
欠損や , その 欠失端 で ある min ute 等は認 め な か っ た .
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ア ル キ ル 化 剤作用後 に カ フ ェ イ ン 1 m M を細胞 の S
pha seに 投与 したも の に は染色体が細切され ,染色体の
形 を成 さ な い m ultiplebr e ak (Fig.18) が 出現 し た.
gap と gr e ak は判別が 困難な場合 も あり, 計測 に 際 し
て同意義の もの と して両者 一 括 して数えた. 1叫 g/mlの
濃度の A C N U を1時間, M Gの S pha seに作 用 させ
る と, 最初の M pha s e〔(M)1〕で は, 染色体異常 を有
す る細胞の 頻度 は 10()%, gap & bre ak は 100偶の 染
色体 に つ き 平均 (gap & br e ak/chro m o s om e X lO)
10.78箇所, eXCha nge は1偶 の細胞 に つ き 平均 (e x･
cha nge/c ell) 2.02偶の 頻度 で 認め られ た (Tablel).
同様の 処置 を N M Gに 行 っ た場合, N M G- 40 で は染
色体異常 を 有 す る 細胞 は 71% で gap & bre ak/
chrom o so me X lOO が 2.50, e X Cha nge/cell が 0.28
で あ っ たの に 対し, N M G-73 で は異常染色体細胞 の 頻
度 は 96% で, gap & bre ak/chro m o so m eX lOO は
7.38, e X Cha nge/c ellは2.17 とな っ た . 同様に 1.OJLg/
mlの 漉魔 の M M Cを M G及 び N M Gに 作用 させ て染
色体の 変化 を検索し た. A C N U 10JLg/ml と M M C l.
0〃g/Inl は細胞 に 同程度の 染色体変化 をひ き 起 こ した
( Table l). N M G- 40は ア ル キル 化剤 に よ る染色体
の 変化が少 な か っ た . N M G-73 と M G では, gap &
br e ak が M Gに 高く, e X Cha nge は N M G- 73に 高頻
度 に 出現 し た.
6) 各細胞周期に対す るア ル キル 化剤の 作風 M G 及
び A C N U を用い て , 前述の ア ル キ ル化剤の Cellpha se
depe nde n cy を染色体分析に より検索した. Gl ,S, G2M
pha se に A C N U l OFLg/mlの 濃度を 1時間作用 させ て,
最初の 細胞分裂期(M)1及び 第2回目の 分裂期(M)2で
の 染色体異常を調べ た. Spha seに 作用 させ た場合(M)1
で の 染色体異常細胞の 頻度は 100%, gap & bre ak/
c ell は4,96, eX Cha nge/c ell は 2.02 で あ り,(M)2で の
染色体異常細胞 の 頻度 は 70%に 低下 した が gap &
br e ak/c ell は 4.88, e X Cha nge/cellは 2.16 と(M)1と
Table l･ C hr o m ()S O m al da m竺geindし1C ed by A C N Ua nd M MC･ A C N U(10〟g/ml)a nd M M C (1
pg/ml) w er e admin lStr ated o nS pha s e of M Ga nd NM G･ Chro m o s o m al d m age w a s
e x a min ed at the丘r st(M)1 pha se.
A C N U(10賭 ′/ml)






gap & bre ak e x cha nge gap & bre ak e x cha nge











dam aged c ell:fr equ e n cy ofchr o m o s o m al d m aged cells･ gap & br e ak: gap & br e ak/
chr o m os o m exlOO. e x cha nge : e X Cha nge/c ell.
1 104
同頻度であ っ た (Table 2). G2M pha s eに 作用させ
た場合(M)lで の染色体変化 は少な か っ たが,(M)2で は
S pha seに 作用さ せ(M)1で み た場合 に近似 した . Gl
pba s eに作用 させ た場合 も同様の値 を 示 した .
7) ア ル キル 化剤 ACN U の投与量による染色体の変
化 : 各濃度の A C N U(0.4JLg/ml, 2JLg/ml, 10jLg/ml)
を , M G及び N M G の Spha seに 作用さ せ て 最初 の M
pha seで み られ る染色体の変化 を比較検討 した(Table
3). M Gに 於て東色体異常を有す る細胞の頻度は それ
ぞ れ の 作用 濃度で, 60%, 80% , 100%で , gap &
br e ak/chr o m o s o m eX lOO は, 2.8, 4.7, 10.8, e X-
cha nge/c ell は 0. 2, 0.10, 2.02 であ っ た . N M G
- 40
野
に 於 て は, 異常染色体細胞 の頻度 は そ れ ぞ れ 32%,
40%, 71%で gap & break/chr o m o so m eX lOO は
0.9, 1.5, 2.5 であ っ た が , e X Cha nge は A CNUlOJLg/
ml の濃度 で作用 させ た場合 に の み出現 した. N M G-73
の異常染色体細胞の頻度は そ れ ぞれ 59%,6 8%,96%
で, gap & br e ak/chro m o s o m eX lOO は 1･6, 3･3,
7.4 で, e X Cha nge/c e11 は 0.12, 0･14, 2･17 で あっ た .
M G及び N M G共に 染色体の変化の 程度 は, アル キル
化剤 A CNU の 濃度 に 比 例 した(do s edependent). M G
及 び N M G- 73 で は同頻度 に 染色体異常 を有す る細胞
が み ら れ たが , gap & bre ak はM Gに 高く, e X Cha nge
は N M G- 73 に高か っ た . N M G≠40 は上記両細胞 に
Table 2. E ffects of A C N Uo n e a ch c ellpha se
A C N U examin ed da m aged
abe rration/Cell
(10JJg/ml) Pha se C ell gap & bte ak e x cha nge
S
Ml 1 00% 4.96 2.02
M 2 70% 4 .88 2.16
G2M
M l 78% 1.86 0.08
M2 98% 3.60 1.96
(Gl)2 M2 100% 5.04 1.84
A C N U(10Jjg/ml)w a s administr ated o n(Gl),(S),(G2M)pha s e of M G･ A be ratio ns ofchr o m o s o m e s
w er e ex a min ed at the 血 ･St(Ml)a ndthe se co nd(M2)pha se･
Table 3. Respon se o rM Ga nd N M Gto do se of A C N U･ 0･4, 2, a nd lOJJg/mldo se sof A C N U
w e re administr ated onS pha se ofthe s ec ells･ Chr o m os o m eda m age s w er ex a min ed
at the firstM pha se.
do s e of A C N U
(〃g/ml)
dam aged c e11
chr o m o s o m al aberratio n





4 60% 2.8 0.02
2 80% 4.7 0 .10
10 100% 10.8 2.02
N M G-40
0 0 0
0.4 32% 0.9 田
2 40% 1.5 0
10 71% 2.5 0.25
N M G･73
18% 0.4 0
0.4 59% 1.6 0.12
2 68% 3,3 0.14
田 96% 7.4 2.17
gap & break; gap & br e ak/chr o m o s o m exlOO･ eX Cha nge;e X Change/c ell
架験 グ リ オ ー マ 細胞 に 対す る ア ル キル 化別 の 影響
比 べ A C N Uの 影興 が低 か っ た . 染色体異常 を有す る細
胞が約 7∩% 出現 する A C N U の濃度で各細胞 を比 較す
ると, N MG
- 40 は A C N Uの 漉度が 10FLg/ml で N M G
-73は2JLg/ml, M G は0.4～ 2FLg/ml の間の 濃度が相当
した . こ の 中で は , N M G-40に 最も商い e x cha nge が
認め ら れ , M G が最も e x cha nge が 少な か っ た.
8) Ex cha nge の ty pe に よ る差: M G及び N M G
-
73 で は出現 した e x cha nge の ty pe に 違 い が み ら れ た
(Table 4). A C N U lOpg/mlの 濃度 を両細胞の S
pha seに 作用 させ , (M)l pha seでの C O mplete e x
-
change の 比は, M Gで は 31.2%, N M G
- 73で は 53･
8% に 認められた. e x cha nge の 結合部位(rejoiningsite
｡fchr o m atid) の 数を 1個の細胞平均 につ い て比較す
Table 4. Fr equ e n cy of c o mplete excha nge and
r ejoining n u mber ofchr o m atid br oken e n･
dsofM G a nd N M G･73. A C N U(10JLg/ml)
w a s administratedo nS pha se.Chro mo s o m e
abe rr atio n s w er e e x a min ed at the first
M pha s e.
M G N M G･73







る と, rejoining n u mbe r/c e11 は M G は 2.64, N M G-
73 は 3. 4で あ っ た .
9) 染色体修復に 対する カフ ェ イ ンの作用: D N A の
複製後修復を抑制す る カ フ ェ イ ン をア ル キル 化剤処理
後 に 作用させ て, ア ル キ ル 化剤 に よる染色体変化 を検
討した . 実験 は ex cha nge/cell が 1.0以 上の染色体変
化 を起 こ す A C N U lOFLg/ml の濃度の も の を用 い た,
この もの を M G及 び N M G両紙胞の Spha seに 1時間
だ け作用 さ せ た後 に 1 m M の カ フ ェ イ ン をS か ら G2
pha seの 間に 作 用 させ て ,(M)1 pha seで 染色体を観察
した (Table 5). こ の 濃度の カ フ ェ イ ン を単独投与 し
た場合, gap & br e ak/chr o m o s o m eX lOO は A C N U
投与に よ るも の よ り も低い . M Gに 於て は カ フ ェ イ ン
1m M の単独投与で, 染色体異常 を有す る細胞が 52%
に 出現し,gaP & bre ak/chro m o so m eXlOO は 2.13 に
な るが, e XCha nge は出現し なか っ た . こ れ に比 して,
A C N U lOJLg/ml作用後 にカ フ ェ イ ン 1 m M を作用 さ
せ る と, 染色体異常を有す る細胞の頻度 は100% に な
り, 染色体が細切 され た m ultiplebre ak を有す る細胞
が 40%に 出現 した . e x cha nge/c e11 は, A C N U単独投
与時 には2.02 で あっ たが ,カ フ ェ イ ンの追加投与で 0.33
に著明 に 低下 した. N M G- 40 はカ フ ェ イ ン単独投与 で
は染色体 に変化が生 じず, ACNU 単独投与時に 比べ て,
A C N U と カフ ェ イ ン の併用で gap & bre ak/chr o m o･
Table 5. Sup pre ssion of e x cha ngeby c affeine･
Caffein e(1 m M)w a s ad ministr ated on S-G2M pha se of M Ga nd N M Gafte rtr e atm e nt of
A C N Uo nS phase ofther e c ells･ Sup pressio n of e x cha nge s･ e nha n c e ofgap &
br eak a nd
m ultiple bre ak ofchr o m o so m e s w er e obs er v ed･
A C N U
O nS pha s e
Ca仔ein e
o nS- G2 phas e
dam age c ell
chr o m o s o m alabe rr atio n





0 0 0 0
52% 0 2.13 0
1 0〃g/ml 1()l)% 0 10.78 2.02
10 〃g/ml 100% 40% >37.70 0.33
N M G-4(j
1 m M
(,) 0 0 n
n 田 0 0
10 〃か ml 71% 0 2.50 0 .28




18% 0 0.4 4 田
52% 0 1.27 0
96% 0 7.38 2.17
10JJg/ml 1 m M 100% 25% >23.00 1 .16
da m aged c el;frequ e n cy ofchr o m o som alda m aged c ell･ M ･B･; m u
ltiplebr e ak chr o m o so m e･
gap & br e ak; gap & br e ak/chrom o s o m e xlOO･ e X Cha nge; eXCha nge/c ell･
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Table 6. Effe cts of c affein e on ea ch c ellpha s e of M G･ 1 m M of c affein e w a s ad ministr ated o n e a ch
pha se(S-G2, S, G2)after M M C
-tre atm e nt･ Sup pr e sio n of ex cha nge w a s m ainlyobs e r v ed by
tr eatm e nt of c affein e o nS pha se.
M M C c affein elm M
chr o m os o m e
da m aged c ell
gap & br e ak
/c e11
m ultiplebr e ak e x change/c ell
0 S-G2 Pha s e 52% 0.89 0 0
1JJg/ml 96% 2,90 0 1.88
ロ S･ G2 phas e 100% > 11.35 64% 0.96
〃 S phase 100% > 11 .00 42% 0.98
ロ G2 pha se 100% > 7.98 20% 1.48
s o m ex lOO は 2.50か ら 10.30に 著明 に 増加 し, e X-
Cha nge/c ell は 0.28か ら0 に 低下 した . N M G
- 73 で
はカ フ ェ イ ン単独投与で異常染色体細胞 は 52% に み ら
れ gap & br e ak/chr o m o s o m eX lOO は 1･27 であ っ
たが e x cha nge は認 めな か っ た . A CN U投与後 に カ フ
ェ イ ン を作用させ た場合 , 染色体異常 を有す る細胞 は
1 00%に み られ, 又 m ultiple br e ak chr o m o s o m eを
有 す る 細 胞 も 25% に み ら れ た . ex cha nge/c ell は
A C N U単独投与時の 2.17 か ら 1. 6へ 低 下 した. ア ル
キ ル化剤 A C N U投与後に カ フ ェ イ ン を作用 させ ると,
染色体 の gap & bre ak が強く な り e x cha nge が 低下 し
た . カ フ ェ イ ン に よる m ultiplebr e ak を有す る細胞 の
出現頻度の上昇及び e x cha nge の 抑制は N M G よ り
M G に強く認 め られ た.
10) 細胞周期の各期 に於 るカ フ ェ イ ン の作用 : M G の
S pha seに , M M C の 1FLg/ml の濃度の も の を 1時間
作用させ た. カ フ ェ イ ンは①S-G2M pha se, ②S pha s e
の み, ③G2M pha s eの み に作用 させ, (M)1 Pha s eで
の染色体変化 を検索 した (Table6). 染色体異常 を有
す る細胞の頻度 は①, ②, ③の 全て に 1 00% に み られ
た. m ultiplebre ak を有す る細胞 の頻度 は①64%, ②
42%, ③20%で あり, カ フ ェ イ ン を S pha seに 作用
さ せ た作用 時間の長 さ に比例 す る傾向があ っ た. こ れ
に比 して e x cha nge/c ell は①0.9 6,② 0･9 8, ③ 1･48 で
あり , ①② に対 して③はカ フ ェ イ ン を作用 させ な い 場
合の 値 に近づ い た . 以上 より カ フ ェ イ ン の作用 は細胞
周期の S pha seに 認 め られ た.
考 察
Seligm an と S he a r
l l)は, は じめて C3H マ ウス 脳 内に
20- メチ ル コ ラ ン ト レ ン の ペ レ ッ ト を挿入 して , 20 匹
中 11匹 に 人グリ オ ー マ に類する マ ウス グリ オ
ー マ を作
製 し得 た. Zim m er m a nら
5)1 2)13)1 4)は メ チ ル コ ラ ン ト レ
ン, ディ ベ ン ツ ア ン ト ラセ ン に よ る マ ウス グリオ ー マ の発
生乳 異系 マ ウ ス に よる 差等の 一 連 の 発癌実験 を し, 実
験 的脳腫瘍 の 再現性 が 確立 さ れ た . 又 Dru ckrey▲5)
は ニ ト ロ ソ ウ レ ア誘 導体の 静脈内投与 に よ り 中枢神経
系に 多種顆の膿瘍 を発生 させ た. メ チ ル コ ラ ン ト レ ン
挿入 に よ り発生す る 腫瘍 は s ar c o m aや s a r c o m ato u s
c o mpo n e nt が濁 っ た gliom a-Sa rC O m a mixedttlm O r
が 多 い . こ の 方法に よ り Zim m e r m a nら 川 は C3H 系に
24%, Pe e rs1 6)は 55%, ま た Pe r es e1 7), 西川1 8), 福井1 9)
ら は 30% か ら 44%の マ ウス グ リ オ ー マ の 発生を み た.
本実験 で用 い た M Gc e111ine は C｡H/He 系 マ ウ ス に
作製 した グリオ ー マ 47例 中の 1例である. こ の c el11ine
は継代培養 を進 め る に 従 っ て細胞 の 突起が縮少 し, 60
代継代細胞 は紡錐形 とな っ た . そ の細胞突起や細胞質
は P T A H染色 に よく 染ま り , 文電子 顕微鏡学的 に は,
核, 細胞質 の電子 密度 は比較的低く, m atu r atio nし た
細胞 の細胞質に は, 60～ 90Åの micr otublu sが 認めら
れ , Apa ricio
2 0)や平野21)の い う グ リア細胞の 特徴 をそな
え てい た .
M akin o2 2)は マ ウ ス 腹水腫瘍の 染色体分析 に より,腫
瘍 に は そ の分裂増殖の 主体 を な す細胞群が存在する と
い う 種族細胞説を掟喝 した が, 腫瘍細胞の 培養に 於て
は この よう な ste m-C ellが継代 を経る に 従 っ て 優位を
占め, そ の 細胞の 株の性状 を規定 す る. M G で は染色
体数 46 の細胞が ste m c ell と考 え られ た . 正 常組織の
単層継代培養細胞 は第Ⅰ期 (初代培養期) 第Ⅰ 期 (細
胞増殖期) 及び第ⅠⅠ期(終末期)で終 り, い わ ゆ る cell
lin eに の る もの は少な い 23). 正 2倍体細胞は第ⅠⅠ期か ら
ⅠⅠ期 に 移行す る過程で 染色体 の 異数性 を獲得 し て c ell
lin eと して安定増殖す るも の と, 第ⅠⅠ期に 移行 してやが
て 死 亡 して い く も の に わ かれ る. N M G は, 15% の 正 2
倍体細胞 と , 上 記の染色体 の 異数性 を獲得 した 85%の
細胞 の 2種類 の 細胞集団か ら成 り立 っ て い た . ゆ えに
実験 は , 染色体が 正 常 であ る細胞(N M G-40)と, 異
数性染色体細胞(N M G- 73) に つ い て比較検討 する こ
と が 妥当であり, 腫瘍 由来細胞(M G)と合 わせ て三者
に つ い て検討 を加 え た.
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グリ オ ー マ の 発生母地で ある 脳に は , 血管 系と脳組
織の 間に 血 液脳関門(Blo od-Br ain Ba r rie r :B･B･B･)
を有す る と い う特徴が ある. グ リオ
ー マ の 化学療法 に
っ い て 星野2 4)は, B.B.B. を考慮 に入 れ , 薬剤の 親水性,
脂溶性, 分解速度, 或 は腫 瘍の Hete r ogenicity と い う
観点に 立 ち考察 して い る. ニ ト ロ ソ ウ レ ア 系制癌剤は
脂溶性 で B.B.B. を通過 し, その 代謝産物 の デ ィ ア ゾニ
ウム イ オ ン が ア ル キ ル 化作用 を有す る2 4). その 中で も
A CN U は水溶性である為, 直接血管内投与 が で き, グ
リ オ ー マ の治療 に用 い られ て い る
25)
. 抗生剤の MM Cも
アル キ ル 化剤と して作用 す るが B,B.B.は通過 しない
2 8)
.
脳 の 神経細胞 は分裂増殖 を停止 し た細胞である . し
たが っ て グリ オ ー マ の 治療 に お い て は , 分裂期の 腫瘍
細胞 を選択的に 目標と して化学療法 を行えば, 神経細
胞 を そ こ な う 副作用 も少な い . こ の 目的の 為に分裂増
殖過程 に あ る細胞 の 比 及 び c ellcycle に 要す る時間
等の 細胞周期の 分析 を行う こと は重要で ある
2 6)
. ヒ ト悪
性 グリ オ ー マ に つ い て Ku ry と Ka rte rは
2 7)
, 細胞周期
が 3 ～ 5 日, 星 野 は
2 8)2 ～ 3 日 と報告 し て い る. 又
Ta n n o ck
29)は S pha s eが 5
～ 13時間である と報告 して
い る. 細胞 周期 はIn vitr oの もの は In viv oの もの よ
り若干短か く, 中川 ら30)の メ チ ル コ ラ ン トレ ン誘発 マ ウ
ス グ リ オ ー マ の細胞周期は 24時間前後である . 本実験
で 用 い た M G は約20時間の 細胞周期 を有 して い た. 正
常脳由来 の N M G は細胞周期が長く , S pha sd や M
pba s eも な だ らか な 曲線 を描い た. こ れは
一 つ に は正 常
脳由来で あ る事や , 染色体分析上 2種類の細胞か ら成
り立 ち, 両者 の 細胞周期に 若干の ズ レ が あ る た め と考
えられ る.
分裂増殖期の 細胞 は その pha seに よ っ て化学薬剤に
対す る感受性が異な る. Co oper31)は , ビ ン ク リス チ ン
は S pha s eに 最 も強 く作用 し細胞 を M pha s eに と ど
め, M M C は Gl pha s eに 作用 して G2 pha seに C ell
cycle を止 め, ニ ト ロ ソ ウ レ ア 系 の B C N U(1,3-Bis
(2-Chloro ethyl卜 1¶nitr o s o u r e a) や C C N U(1 -(2
-Chlo r o ethyl 卜 3-CyClohe xyl一卜 nitro s ou re a) は
S, Gl/S, S/G2 pha seに 作用 が 強い と主張 して い る.
本実験 の 結果 は, A C N Uは M M C と同様 に 働 き, 細胞
増殖抑制効果 は薬剤の 濃度 に 比 例 した (do sedepe nd-
e nt). その 効果は S pha seを 一 度通過して c ellsu rviv al
r ate の 低下 と し て発現さ れ る (S pha sedepende nt)
こ の , 又 cellsu rvi al r ate の低下 は異常染色体 を有
す る細胞の出現率 に ほぼ 比例 し た.
ア ル キル 化剤投与 に よ る細胞増殖 の 抑制や染色体変
化の 程度 は, 光顕上 み られ る細胞 の形態学的変化 に比
して 著明 であ っ た . 設楽 ら32)は A C N U はニ ト ロ ソ ウ レ
アの 中で も cytocidala ctio nが B C N Uに 比べ て弱い と
述 べ て い る . S pha seを 一 回通過 した 時点で は細胞の
形態学的変化 を釆た さ な い 程度の濃度 の A C N U や
M M C で も Spha s eを2 回以上通過 した場合 は, 細胞
数 の減少の み な ら ず形態学的変化 を来たす. そ の理 由
は第 1回目の S pha s eで ex cha nge 等の D N A修復が
な さ れ た細胞で も , 2回目の S ･pha s eで の D N A読 み
取り と修復が損わ れ , 細胞質や細胞膜の変化 を生 じた
り, 又 M pha seで 分裂で きず細胞 の染色体変化や巨細
胞化等が生 じる為 と考 えら れ る.
D N Aに 作用す る抗癌剤は細胞死を生ずる反面,細胞
に 突然変異 をひ き お こ し癌 を発生さ せ る. Brundr ett




nitro s o u re a), P N U(N - nitr o s o
- N - (n - pr Op yl) u re a) 等を用い て発癌させ た･ こ
の 原因 と し てSw a n nら
8 4)3 5)は ニ ト ロ ソ ア ミ ン に よ る
D N A の アル キ ル 化が , グア ニ ン の N - 7 に生じ る為で
ある と述 べ て い る. こ れ らの D N A の損傷に対 して, 細
胞内で は u n scheduled D N A synthe sis や e x cision
r epair, pO Str eplic atio n repair 等の種々 の修復機構が
作動 す ると 考 えら れ て い る
3 6)鞘 8)
. 損 われた細胞のうち
修復 で き な い も の は細胞死 へ , 誤 っ た修復 に より 突然
変異や発癌 へ と導か れ てい く. この ような D N Aレ ベ ル
で の 変化に対 して, 染色体上で も い くつ か の特徴的な
変化が生 じる . D N A の do uble str a nded bre ak が修
復 され ず に 染色体上 に表現さ れた もの が gapや bre ak
で あ る. gap や br e ak は従来光顕 レ ベ ル で は区別され
て い たが, DuPraw
39)は電頭 に よる 染色体 の観察で,
br e ak の部分 に も D N A が存在 して お りgap とbre ak
は形態上 同じ意義を有す ると述 べ た. Sax
4 0)
,Ev a n sら
'
4 1)
は Ⅹ 一 線 で 誘 発 さ れ た DN Aの do uble str anded
bre aks が S phase 前に 生 じ れ ば両染色体 に gap や
bre ak が生 じ (chro m o so m ety pe), G2M pha s eで 生
じ た場合 に は 単 一 染色分体 に gap や br e ak が生 じる
(chr o m atid ty pe) と 分類 し た が , 実際 に はIso
-
chro m atidtype と chrom o s o m ety pe は区別が 不能で
あ り, 今回 の 実験 で は作用 さ せた pha se が 判別 して い
る の で, 特 に 考慮を加 えな か っ た . Cohe nと S ha w
4 2)は
M MC･を作用 さ せ た場合は特定 の染色体(恥1, 9, 16)
に 異常が 生 じや す い と報告 した . 本実験で は, A C N U
や M M Cに よ り生 じた染色体の gapや break は, 薬剤
の 漉度 に 比例 し, 同じ濃度で は N M G- 40, N M G
- 73,
M Gの 順 に よ り高頻度 に 出現し た.
gap & bre ak が, D N A の do
uble str a nded bre ak
が 修復さ れ ず染色体上の欠損と して表現され た も の で
あるの に対 し, e X Cha nge は D N A の do uble str a nded
bre aksが 修復 され る時 に , 他側 と誤っ て再結合 さ れた
も の で あり, 切断点の 片側の み が結合さ れた 場合に は
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in c o mplete e x cha nge に, 両 側 の 場 合 は c o mplete
e x cha nge とな る
4)
. 即 ち誤修復で はあ るが , 細胞 の修
復能力を表現 して い る. 本実験 で は gap & bre ak は
腫瘍由来細胞に 高く, 一 方 ex cha nge は正常脳由来細
胞 に 高く出現 した . 又 e x cha nge の 中で も c o mplete
e x cha nge は 正常脳由来細胞 に 高か っ た . 更 に N M G
-
40 はこれ らの変化が最も低か っ た . 以上 の事は D N A の
修復能力が , M G, N M G- 73, N M G- 40 の順 に低下
して い る事 を示 唆す る.
カ フ ェ イ ン は そ れ自体 は軽度の染色体変化 を生 じさ
せ る作用を有す る 卵 4)が , 紫外線照射45 4 8), M M C投与
4 7)
ある い は他の ア ル キ ル化剤投与4 7)ヰ8)に より生じる染色体
変化 を著 しく増加する . こ の作用 は本実験 で も確 め ら
れた ように , そ の作用はS pha s eに あ りgap や bre ak を
増加 させ ex ch ange を抑制す る
4 8)
.
こ の カ フ ェ イ ン の作
用は細胞の D N A複製後修復を抑制するた めと考えられ
て い る … 0). また Bisbu nら
51)の よう に, 腫瘍細胞で も
細胞に より カ フ ェ イ ン の作用に 善が ある こ とをみ た 報
告 もある . 本実験で は, カ フ ェ イ ン に よ る複製後修復
抑制の作用が M G, N M G- 73, NM G- 4 0 の順 に 強 く
み られ た. した が っ て, こ の複製後修復能は腰瘍由来
細胞 で は低下 してお り,Stu relid. 49)や Roberts5 1)ら はカ
フ ェ イ ン に よ る複製後修復の抑制 は , ア ル キ ル 化剤に
よ る c ell killingeffe ct を高め る と 報告 して い るの で ,
こ の修 復能 の低下 は腫瘍由来細胞 の ア ル キ ル 化剤 に 対
す る高い 感受性の 一 因を成 して い る もの と考 えられ る.
また 本実験 で は, ア ル キ ル 化剤と カ フ ェ イ ン の併用 に
り m ultiple br e ak chro m so m eが 出現 し た . K ihlm a n
ら4 8)は, 2
′
- デオ キ シ ア デノ シ ン 投与後の ヒ ト染色体 に
こ の も の を認め , D N A の アル キ ル 化 と 共に , 修復が 抑
え られ た た め と して い る.
結 論
同調培養 した マ ウス グリ オ ー マ 由来培養細胞 と正 常
マ ウ ス 脳由来培養細胞を用 い て, ア ル キル 化剤の 作用
に よ る細胞 の増殖抑制効果と染色体の変化 及び D N A
複製後修復能と の関係 に つ い て検索 した.
1) ア ル キル 化剤 の作用に よ り, そ の作用 濃度 に 比
例 して細胞増殖の抑制が み られ た . こ の作用 は細胞が
S pha seを通過 した後 に認 め られ 又 腫瘍由来細胞が 正
常脳由来細胞 よ り感受性 が高か っ た .
2)ア ル キ ル化剤 の作用に よ り細胞 の染色体 に gap,
bre ak やe x cha nge等の 変化が生 じた . 細胞増殖抑制の
程度 は, 染色体異常 を有す る細胞の 出現頻度 に ほ ぼ比
例 した.
3) 染色体異常は, ア ル キ ル 化剤 の作用後 に 細胞が
S pha se を通過 した 後の M pha seで認 め られ , そ の頻
野
度 は薬剤 の濃度に 比例 した.
4) gap や br e ak は腫瘍由来細胞に 高く, e Xha nge
は正 常脳由来細胞 に 高く み られ た.
5) ア ル キ ル 化剤作用後 に カ フ ェ イ ン を作用 さ せて
細胞 の D N A の複製後修復能 を抑制す る と , 染色体の
gap や bre ak は増加 し, eX Cha nge は低下 した. 又 この
カ フ ェ イ ン の作 用は , 細胞 の S pha s eに み ら れ た.
6) ア ル キ ル 化割と カ フ ェ イ ン の 併用 で 染色体が和
切 され た m ultiplebre ak が出現 した が, そ の 頻度 は腫
瘍由来細胞 に高く みら れ た .
以上 の 結果よ り, ア ル キル 化剤の 抗腫 瘍効果は, D N A
合成阻害 に よ り細胞分裂 を抑制す る こ と に よるも の で,
S pha s e通過後の M pha s eで染色体 上 に gap や bre ak
と して 表現さ れ る . 抗腫瘍効果の 程度 は, 作用 薬剤の
濃度 と細胞の有す る D N A修復能 と の 関係 で決定さ れ
る
. 染色体上の ex cha nge は D N A損傷 の 複製後修復を
示 し, 腫瘍由来細胞 で は低下 し てお り , こ の こ と はア
ル キ ル 化剤 に 対 して腰痛由来細胞が 正 常由来細胞 より
も感受性が高い 一 因で あ る こ と を示 唆す る .
稿を終る に 臨み , 御指導 , 御校閲 を賜わりま した山本信二
郎教 授 に深謝 い た します. また終 始御助雷, 御 支授 をい ただ
い た久保 田紀 彦, 伊藤治英 両帝師 , が ん 研分子 免疫那大野真
介博士, 第三 解剖 尾小 山重夫博 士 なら びに 御協力をい ただき
ました教室 貞各位 に 心か ら感謝 い たしま す.
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Effects of AlkylatingAge nts o nExperim ental Glio m aCells … -St11diesbySyn chromizatio n
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C hro m os o m alaberratio n,Postreplic atio n repair.
A bstract
Effe cts ofalkylating age nts w e r estudied o n cultu r ed c ells ofexpe rim e ntalglio m a. T he glio m a
w a sindu c ed by administr atio n of a pelet of 2 0
- m et hylchola nt hren ein t he brain of C3H/He
m o u s e a nd c ultu red in the M E Mm ediu m witl l O% fetal bo vin ese ru m. On e of4 7str ains(M G)
w a s used for the studies. On e c el1 1in efr o m n o r mal C3H/He m ou se br ain(N MG) w as also u sed
fo r c o ntroI studies. T he c ultu r ed c ells w e r e syn chr o niz ed by thymidine(1 0m M)r treatm e nt.
1 -(4- a min o - 2- m et hyト5- p yrimidinyl)m et hyl-3 -(2- Chloroet hyl) 3- nitr osou r ea hydr ochlo ride
(A C N U)a nd M ito mycin C(M M C) w ere u s ed asthe alkylating age nts and c affeine w asu s ed a st he
age ntsup pr essing po streplic atio n r epa lr Ofcells.
A C N Ua s w ellasM M C inhibited t he gro wthof M Ga nd N M G. T h isinhibitio n w asinflu e n c ed
by t he do s e of the age nts a nd Spha s e ofce11cycle. AfterA C NU(1 0pg/ml)-tre atm e nt, the c e11
su rviv als w e r el.5- fold highe rin N M G tha nin M G. ACN Ua nd M M Cc au sed chr om oso m algap
& br e ak a nd e x cha nge. Inhibition of cellgr o wth wa s r elated to the c ells withchro m oso m e
abe r ratio n s. C hro m o s o me aberrations w e re m o r efrequ e nt in M G tha nin N M G, indic atingthat
M G w as m u ch m o r esen sitive to the agent tha nN M G by A C N U
-tr eatm e nt. Caffeine sup pressed
the chrom oso m al ex cha nge a nd pote ntiated the gap & br e ak. M Gw as m o r e s e n sitiv eto c affein e
t ha n N M Gand the effe ct of c affein edepe nded o nthe S pha s e ofc ellcycle. A lkylating age nts
administr ated togethe r wit hc affein eprodu c ed the m ultiple br e ak chro m oso m e s m o ref equ ently
in M G t ha nin N MG. A lkylating age nts as a ntitu m o rd rugSinhibits the c ell duplication by sup
-
pr essing the D N Asynthe sis a nd c a u s e sthe chro m o s o m e abe rr atio n o nM phase ･ T he a nti
-tu m O r
effe ct is depende nt o n the r elatio n ship betw e e nthe do se of the agents and the D NA r epa lr
C aPa City of the affe cted c ells.
